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1. A LUC7L3 (luc-7 like protein 3), PPIG (peptidyl-prolyl cis-trans 
isomerase G) és SFRS18 (arginine/serine-rich 18) splicing faktorok 
kifejeződésének vizsgálata pikkelysömörben és a humán keratinociták 
proliferációs és differenciációs folyamatai során. 
2. A LUC7L3, PPIG és SFSR18 fibronektin mRNS érésben betöltött 
funkciójának elemzése  
3. A splicing faktorok megváltozott kifejeződésekor kialakuló egyéb 




Napjainkban viszonylag már részletes ismeretek állnak rendelkezésre 
a pikkelysömör kialakulásával kapcsolatban, ugyanakkor a betegség 
molekuláris hátterét még mindig nem sikerült teljesen tisztázni. 
Számos kérdés merül fel a kiváltó mechanizmusokat ill. a patogenezis 
kezdeti lépéseit tekintve, kétségtelen viszont, hogy a keratinociták T-
sejt szignálokra adott megváltozott válaszkészsége kulcsfontosságú 
szerepet játszik a kórkép kifejlődésében [1, 2, 3].  
Az mRNS érés (splicing) idáig kevésbé vizsgált területnek számított a 





munkatársaié, amely során az EDA+ domént tartalmazó fibronektin 
izoforma (EDA+ fibronektin) fokozott kifejeződését igazolták a 
pikkelysömörös tünetmentes epidermiszben [4]. Kutatócsoportunk 
sikeresen kimutatta, hogy a proliferáló keratinociták is képesek 
előállítani ezt a fibronektin izoformát [5]. Eredményeink alapján az 
EDA+ fibronektin kifejeződése csekély az egészséges hámsejtekben, 
ugyanakkor a pikkelysömörös tünetmentes hámsejtek hatékonyan 
termelik ezt az izoformát.  
Nemrég elvégzett cDNS microarray kísérletünkben T-limfokin 
indukált génexpressziós változásokat tanulmányoztunk [6].  A kísérlet 
során az egészséges ill. pikkelysömörös tünetmentes bőrből 
organotipikus kultúrákat hoztunk létre, és a minták felét GM-CSF, 
IFN- and IL-3 tartalmú limfokin keverékkel kezeltük. Korábbi 
eredményeink alapján az IFN- -GM-CSF és IL-3 jelenlétében- 
elősegíti a tünetmentes bőrből származó hámsejt prekurzorok 
proliferációját, így az említett citokinek fontos szerepet játszhatnak a 
korai patogenezisben [7]. A továbbiakban összehasonlítottuk az 
egészséges ill. tünetmentes bőrben bekövetkező változásokat a 
kezeletlen mintákhoz képest, és azokat a géneket válogattuk ki további 
vizsgálatainkhoz, amelyek eltérő kifejeződés változást mutattak [6].  
Míg a limfokin kezelésre számos általunk azonosított gén fokozott 





bőrben downregulációt vagy változatlan expressziót tapasztaltunk. 
Emellett azt is igazoltuk, hogy bizonyos SR-gazdag splicing faktorok 
megváltozott válaszkészséget mutatnak a T-limfokin stimulusra az 
egészséges és tünetmentes mintákban, ezek között a LUC7L3 (luc-7 
like protein 3) [8-12], PPIG (peptidyl-prolyl cis-trans isomerase G) 
[13-15] és az SFRS18 (arginine/serine-rich 18) [15] regulátorokat 
azonosítottuk. 
 
3. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 
 
Organotipikus kultúrák 
Az organotipikus kultúrákat 4 egészséges ill. 4 középsúlyos plakkos 
psoriasisban szenvedő beteg megfelezett shave biopsziáiból állítottuk 
elő. Az így nyert kultúrák felét limfokin kezelésnek (1 ng/ml IFNγ, 1 
ng/ml GM-CSF és 0.3 ng/ml IL-3) vetettük alá [6]. A tenyésztés során 
standard körülményeket alkalmaztunk (37°, 5%-os CO2 atmoszféra). 
Az epidermisz és dermisz elválasztása diszpáz oldattal történt (4°, 
overnight inkubáció) majd a mintákat TRIreagensbe helyeztük.  
 
Real-time RT-PCR 
1 mikrogrammnyi totál RNS-t az iScript TM cDNA Synthesis kit 





primereket és iQ Supermixet használtunk. A relatív génexpressziót a 
Ct módszerrel határoztuk meg, 18S riboszomális RNS 
kifejeződéshez normalizálva eredményeinket. 
 
Immunofluoreszcens festés  
Az egészséges, pikkelysömörös tünetmentes és tünetes bőrbiopsziákat 
6-µm-es darabokra metszettük. Elsődleges ellenanyagok: anti-
LUC7L3 (1:300), anti-PPIG (1:300) és anti-SFRS18 (1:250). 
Másodlagos ellenanyagok: Anti-mouse IgG-Alexa Fluor 647 és anti-
rabbit Alexa Fluor 546 (1:500). Negatív kontroll: normal rabbit IgG 
vagy inkubáció az elsődleges ellenanyag nélkül (a PPIG esetében). 
Magi jelölés: 2-(4-amidinophenyl)-1H-indole-6-carboxamidine 
(DAPI). A mikroszkópos képek fluoreszcens intenzitását az ImageJ 
software-rel határoztuk meg. 
 
HPV-KER sejttenyésztés 
A HPV-KER sejteket 75 cm2-es flaskákban, standard körülmények 
között tenyésztettük, 1%-os antibiotikus és antifungális oldattal és 
1%-os L-glutamin adalékkal kiegészített szérummentes médiumban. 
A HPV-KER sejtek kotakt inhibíció és növekedési faktor megvonása 








A fehérjék azonos mennyiségét 10%-os SDS-PAGE gélen 
szeparáltuk, majd nitrocellulóz membránra vittük fel. Elsődleges 
ellenanyagok: anti-LUC7L3 (1:300), anti-PPIG (1:300), anti-SFRS18 
(1:300). Másodlagos ellenanyagok: anti-egér és anti-nyúl IgG 
alkalikus foszfatáz. Jelmegjelenítés: Sigma Fast TM BCIP/NBT. 
Loading kontroll: -aktin-specifikus ellenanyag. 
 
Génspecifikus csendesítés 
A HPV-KER immortalizált keratinocitákat tranziensen 
transzfektáltuk scrambled és génspecifikus siRNS-ekkel, ~70%-os 
konfluenciáig.  A legmegfelelőbb hatékonyságot olyan szérummentes 
tenyésztő médiumban értük el, mely antibiotikumot és más adalékot 
nem tartalmazott.  
 
Fibronektin polimeráz láncreakció 
A humán fibronektin specifikus primerek ill. a PCR reakció 
körülményei korábbi cikkünkben leírtaknak megfelelőek voltak [6]. A 
kiértékeléshez a Bio-Rad Gel Doc XR denzitométerét használtuk. 
 
Flow-citometria 
Az LUC7L3/SFRS18 siRNS csendesített keratinociták tripszin-





A felhasznált primer antitestek: anti-EDA+-fibronectin (1:500) és anti-
fibronectin (1:1000). Másodlagos antitest: anti-egér IgG-Alexa Fluor 
647 (1:500). A méréshez FACSCalibur flow cytométert alkalmaztunk. 
 
cDNS-szekvenálás 
A cDNS-szekvenálás Illumina HiScan SQ készüléken történt. A 
2x100bp-os szekvenálási könyvtárak az Illumina-kompatibilis 
ScriptSeq RNA-Seq Library Preparation Kit-tel készültek, 
kondíciónként kettős technikai replikációval. (2 kontroll és 2 siRNA-
csendesített HPV-KER mintán). 
 
Statisztikai kiértékelés és bioinformatika  
A PCR, denzitometriás és flow-citométeres mérések eredményeinek 
kiértékelése GraphPad Prism 5.0 szoftverrel történt. A prediktív 
interakciós hálózatok a STRING adatbázis alapján készültek. A nyers 
szekvenálási adatok minőségi és adapter-kontaminációs szűrése 
FASTQC-ben történt.  A térképezéshez a STAR illesztőprogramot 
használtuk, a többszörösen térképeződő readek kizárásra kerültek az 
analízisből. A potenciális fúziós transzkriptek keresése a TopHat2 
fusion-search algoritmusával történt, a transzkript-szintű predikció és 
annotáció pedig Cufflinks-ben. A kapott eredmények feldolgozása ezt 
követően a DESeq és DEXSeq programcsomagokkal folytatódott, 
amelyekben a differenciális expresszió és a differenciális 





funciók a Gene Ontology adatbázisából kerültek felmérésre, az adatok 




Az SR-gazdag splicing faktor gének a pikkelysömörös 
tünetmentes bőrben csökkent válaszkészséget mutatnak T-
limfokin kezelés hatására  
cDNS microarray eredményeinket a LUC7L3 és PPIG esetében is 
sikeresen validáltuk Real-time RT-PCR segítségével: míg az 
egészséges mintákban a limfokin kezelés hatására upreguláció volt 
megfigyelhető, a tünetmentesekben változatlan állapot vagy éppen a 
kifejeződés csökkenése mutatkozott. Az SFRS18 esetében ugyan nem 
sikerült validálni az eredményt, de a LUC7L3-hoz és PPIG-hez 
hasonló funkciója miatt további vizsgálata mellett döntöttünk.  
A kezeletlen mintákban alapszinten megjelenő mRNS szinteket is 
összehasonlítottuk a cDNS microarray kísérletünk egészséges és 
tünetmentes mintáiban, amely során a LUC7L3 és SFRS18 
expresszióját kissé fokozottnak találtuk a tünetmentes bőrben az 







A LUC7L3, PPIG és az SFRS18 eltérő kifejeződést mutat az 
egészséges, pikkelysömörös tünetmentes és tünetes mintákban 
A LUC7L3 splicing regulátor szignifikánsan magasabb szinten 
expresszálódott a pikkelysömörös tünetmentes epidermiszben, ezzel 
szemben az SFRS18 csak minimális upregulációt mutatott. A PPIG-
nek a két másik splicing regulátorral szemben a pikkelysömörös 
tünetmentes bőrben csökkent a kifejeződése. Ugyanakkor a 
legmagasabb szinten mindhárom splicing faktor a pikkelysömörös 
tünetes bőrben fejeződött ki. 
 
A LUC7L3, PPIG és SFRS18 hasonló expressziós mintázata 
szinkronizált, immortalizált keratinocitákban 
Az mRNS és protein expressziós mintázatot egyaránt elemeztük  
szinkronizált, immortalizált sejtekben. A hámsejtek proliferációja és 
differenciációja során a LUC7L3, PPIG és SFRS18 kifejeződése 
nagyon hasonló mintázatot mutatott. Mivel a vizsgált splicing 
faktorokat kódoló gének különböző kromoszómákon helyezkednek el, 
genetikai kapcsoltság nem magyarázhatja a tapasztaltakat, ellenben a 
három gén közös upstream szabályozókkal rendelkezhet. 
 
A LUC7L3, PPIG és SFRS18 splicing regulátorok csendesítése 
megváltoztatja az EDA+/totál fibronektin hányadost 
Mivel kutatócsoportunk korábbi eredményei már utaltak arra, hogy 





a pikkelysömör patogenezisében, célul tűztük ki, hogy a LUC7L3, 
PPIG és SFRS18 splicing regulátorok fibronektin mRNS érésre 
gyakorolt hatását megvizsgáljuk. 
Más differenciálatlan sejtekhez viszonyítva, a HPV-KER-ek szintén 
magasabb arányban fejezik ki az EDA+ fibronektint az EDA- 
variánshoz képest.  A LUC7L3 siRNA transzfekciója csökkentette az 
EDA+ izoforma relatív arányát, de kisebb mértékű változás a PPIG és 
SFRS18 esetében is obszerválható volt.  
A STRING adatbázis segítségével végzett bioinformatikai predikció  
a LUC7L3 és SFRS18 kölcsönhatását vetette fel. Ezt alátámasztva a 
az EDA+/total fibronektin hányados legerőteljesebb csökkenését a  
LUC7L3/SFRS18 kettős csendesítése eredményezte.  
Az EDA+ és összfibronektin arány alakulását flow cytometria 
segítségével is megvizsgáltuk, a LUC7L3 és SFRS18 kettős 
csendesítése szignifikánsan csökkentette az EDA+ izoforma 
mennyiségét, míg az összfibronektin szintje változatlan maradt- az 
eredmények a splicing mechanizmus érintettségére utalnak. 
 
Immortalizált keratinociták globális transzkriptom analízise 
További kísérleteinkben az SR-gazdag splicing regulátorok által 
befolyásolt egyéb biológiai útvonalak felderítését tűztük ki célul. 
Vizsgálatainkhoz a LUC7L3/SFRS18 együttes csendesítését 
választottuk. Mivel a kísérleti összeállítás hatékony módszertani 





splicing variánsok és nem-kódoló transzkriptek azonosítására is 
alkalmas. A csendesítési hatékonyság 70-80% -ot ért el és kiváló 
(RIN: 10) RNS minőséget igazoltunk. 
 
A LUC7L3 és SFRS18 kombinált csendesítését követően 
differenciális expresszió és exonhasználat került leírásra RNS-
szekvenálás segítségével. 
A Hg19 humán referenciagenomon kerültek térképezésre a leolvasott 
cDNS fragmensek, majd de novo transzkript rekonstrukciót követően 
az egyes exonok pontos meghatározása és a mintánkénti transzkript 
modellek összegzése következett. Annak érdekében, hogy a splicing 
faktorok csendesítésének hatásait pontosan felmérjük, a génszintű 
differenciális expresszió, valamint a differenciális exonhasználat 
külön is kiértékelésre került. Annak érdekében, hogy elkerüljük a 
differenciális izoforma-expresszió becslésére használt módszerekre 
(pl. Cufflinks algoritmus) jellemző hibákat, jelen mintákon a 




A LUC7L3 és az SFRS18 kombinált csendesítése mérsékelt, de 
szignifikáns változást eredményezett a génexpresszióban, azonban 
jelentősebb eltéréseket idézett elő az exonhasználatban. 35 protein-





FDR < 0.05), köztük az IFI6, MX1, ISG15 és KRT6A mRNS-ek 
mutatták a legerőteljesebb különbséget. A differenciálisan 
expressszálódó gének funkcionális analízise során azt találtuk hogy a 
LUC7L3 és SFRS18 szabályozott gének jelentős része az I-es típusú 
interferon szignalizációhoz kapcsolódik, emellett a citokin stimulusra 
adott válasz és a virális genom replikáció voltak a Gene Ontology 
meghatározás legfontosabb eredményei.  
A legerőteljesebb változást mutató, ismert pikkelysömör-asszociált 
IFI6 gén [16, 17] Real-Time RT-PCR validációja legalább 4-szeres 
upregulációt mutatott ki három biológiai replikátumban, mely jól 
korrelál az RNA-Seq eredményeinkkel.  
 
Differenciális exonhasználat 
A de novo transzkript-rekonstrukciót követően a differenciális 
exonhasználat került kiértékelésre, mely 224 exonban mutatott 
szignifikáns eltérést (logFC >0.5, FDR <0.1), melyek 217 génhez 
tartoztak. Megfigyelhető ez egy génen belüli több, differenciálisan 
expresszált exon jelenléte, amely a splicing-reguláció 
finomhangolásának megváltozására is utalhat. Számos nem-kódoló 
RNS is mutatott differenciális exonhasználatot, köztük a NEAT1 és a 
keratinociták terminális differenciációjában közreműködő TINCR 
[18].   
Részben ezzel is magyarázható, hogy ellentétben a differenciálisan 





exonhasználatot mutató gének hálózata kevésbé kiterjedt 
kapcsolatokat mutat a gének molekuláris funkcióiban, mint a 
koexpresszió szintjén. 
A differenciális exonhasználatot mutató génekből alkotott 
funkcionális hálózat 172 gént tartalmaz, amelyeket a hálózat nódusai 
reprezentálnak. Ezek átlagos összekötöttségi foka 13.4, amely a 
hálózat magas konnektivitásra utal. A nódusokat összekötő élek nagy 
része koexpressziós kapcsolatot reprezentál, ezt követik a fizikai- 
majd genetikai interakciót reprezentáló élek. Összességében a 
hálózatot felépítő gének közötti koordinált transzkripciós és poszt-
transzkripciós szabályzásra következtethetünk. 
Vizsgálataink során a korábbi eredményeknek megfelelően igazoltuk 
az EDA-domén csendesítés hatására bekövetkező csökkent 
beépülését, valamint a transzkripcióban résztvevő CREB1 
megváltozott splicingját. Az ubikivitinációs folyamatokban 
közreműködő HERC6 and CUL1 [19, 20] esetében is kimutattuk a 
differenciális exonhasználatot. 
 
5. KÖVETKEZTETÉSEK  
Az elmúlt években a szélesskálájú génexpressziós technikák 
elterjedésének köszönhetően jelentősen bővültek ismereteink a 





tanulmányok, majd az újgenerációs szekvenáláson alapuló RNA-Seq 
is jelentős áttörést hozott, ennek ellenére továbbra is számos 
megválaszolatlan kérdés maradt, különösen a kezdeti lépésekkel 
kapcsolatban. 
A kísérleteink előzményeként szolgáló microarray-tanulmányunkban 
azonosított három splicing regulátor - luc-7 like protein 3 (LUC7L3), 
peptidyl-prolyl cis-trans isomerase G (PPIG) és arginine/serine-rich 
18 (SFRS18) – eredményeink alapján fontos szerepet játszik a 
keratinociták T-limfokin stimulusra adott kóros válaszáért. További 
vizsgálatainkban igazoltuk, hogy a splicing regulátorok kifejeződése 
határozott az éretlen hámsejtekben és a pikkelysömörös 
epidermiszben, ami a pikkelysömör patogenezisében nyújtott sokrétű 
funkciójukat jelzi. Ezenkívül, LUC7L3, PPIG és SFRS18 feltehetően 
közös upstream szabályozó elemekkel rendelkezik. 
Szintén bizonyítást nyert az SR-gazdag splicing faktorok fibronektin 
mRNS érésben nyújtott szerepe, valamennyien elősegítik a psoriasis 
asszociált EDA domén beépülését. Ebben a folyamatban a LUC7L3 és 
SFRS18 szinergesztikus funkcióját tártuk fel. RNA-Seq 
kísérletünkben a LUC7L3/SFRS18 kombinált csendesítésekor számos 
jól ismert pikkelysömörhöz kapcsolodó útvonal érintettségét leírtuk, 
közülük az IFN szignalizáció, antivirális immunitás, sejtciklus 
szabályozás és az ubikvitináció emelendő ki. A LUC7L3 és az SFRS18 





hatással vannak a keratinociták differenciációjára (ennek egyik 
példája a TINCR hosszú nem-kódoló RNS érésében igazolt szerepük), 
és különböző feed-back mechanizmusok részei lehetnek, elősegítve a 
betegségre jellemző molekuláris eltérések fennmaradását. Az 
eredmények külön jelentőségét adja, hogy az interferon-asszociált 
abnormalitások pikkelysömörben még mindig nem tisztázódtak 
teljesen, pedig a TNF-és az IL17/IL23/IL22 tengely citokinjei 
mellett szerepük kétségtelen. A LUC7L3, PPIG és SFRS18 fontos 
tényezői lehetnek a kezdeti fázisnak, ugyanakkor a kórkép 
fennmaradásában is jelentős részt vállalhatnak. 
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bioinformatikai analízis a Debreceni Egyetem Klinikai Genomikai és 
Személyre Szabott Orvoslási Központjában történt. 
A bemutatott munka az OTKA K105985, OTKA K111885 és TÁMOP-
4.2.2.A-11/1/KONV-2012-0035, GINOP-2.3.2-15-2016-00015 
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